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1. Bevezetés

Modern tarsadalmunkban a gyogyszerhasznalat a minden-
napos élet elengedhetetlen részévé valt. A gydgyszerkutatas
folyamatos fejlédésével egyre hatékonyabb készitményeket
gyartanak kiilonféle betegségek gyogyitasara, illetve az
¢letmindség javitasanak érdekében. A szamitogépek teljesi-
toképességeének robbanasszerii ndvekedésével egyre gyako-
ribba valik a szamitogépes gyogyszertervezes alkalmazasa
is a gyogyszerkutatas korai fazisaiban, ezzel is ndvelve a
kutatdomunka hatékonysagat és csokkentve a kutatasra for-
ditand6 koltségek mértékét. A hivatalosan is elfogadott
gyogyszerhatéanyagok jelentds hanyadanak a felfedezési
szakaszaban valamilyen formaban jelen volt a kisérleti mel-
lett a szamitasos modszerek alkalmazasa is."?

A szamitasos kémiai modszerek hasznalata a kovalens
inhibitorok kutatasaban is jelentOs szerepet jatszik. Ezek
a molekuldk a nem-kovalens tarsaiktol eltérden a célzott
fehérjével a masodlagos kdlcsonhatasokon kiviil kovalens
kotést is 1étesitenek. Bar bizonyos képviseldiket korabban
is alkalmaztak, a kovalens inhibitorok célzott kutatasa csak
az ezredfordulo tajan indult el. A kovalens mechanizmusu
gyogyszerkészitményeket azota széleskoriien hasznaljak
kiilonféle patologias allapotok kezelésére, leginkabb rak-
terapiaban. Az amerikai gyogyszeriigynokség (FDA) altal
2011 és 2019 kozott elfogadott 14 kovalens inhibitor koziil
10-et daganatos betegségekkel kapcsolatos indikacioban
torzskonyveztek.?

A kovalens inhibitorok szamos elénnyel rendelkeznek a
nem-kovalens gatloszerekkel szemben, ezek koziil a fonto-
sabbak a jobb biokémiai hasznosulas, a hosszabb tartozko-
dasi id6, az alacsonyabb dozis igény, a magasabb terapias
index és bizonyos gyogyszerrezisztencids mechanizmusok
kikertiilésének lehetdsége.

A kovalens inhibicid6 mechanizmusa két lépésbdl all
(1. egyenlet), ezek a molekularis felismerés és a kémiai
reakcio. Az elsé soran az inhibitor molekula masodlagos
kotéseket alakit ki a célzott enzimkornyezettel, majd a ma-
sodik, kovalens 1épésben kémiai kotést 1étesit a célzott nuk-
leofil oldallanccal.

Ki kinact
E+I=2E-1 — E—I(E:enzim; I:inhibitor) (1)

A molekularis felismerést a K; egyensulyi allandd, mig az
irreverzibilis kovalens reakciot a k, , sebességi allando jel-
lemzi. (Vizsgélataink irreverzibilis kovalens inhibitorokra
korlatozédnak; reverzibilis kovalens inhibitorok vizsgala-
ta részben eltéré megkozelitést igényel.’) Mivel mindkét
Iépés egyforma jelentéségli a kotdédési események soran,
igy egyiittes jellemzésiik elengedhetetlen a kovalens inhi-
bicié megfelelé leirasahoz. Mindkét allandéo mérhet6 ki-
sérleti modszerekkel, de a szamitasos kémiai eszkozokkel
valé meghatarozasuk is lehetséges a nem-kovalens kotodési
szabadentalpia (AG) ¢és a kémiai reakci6 gatmagassaganak
(AG¥) szamitasaval és a kovetkez6 egyenletek hasznalataval:

AG = RTIn(K)) )
F _ kinact
AG* = —RTIn (—ka/h) (3)

ahol R az univerzalis gazallando, T az abszolit hdmérsék-
let, k, a Boltzmann-4lland6 és h a Planck-allando.

A K, és k., konstansok alkalmasak a kisérleti és szami-
tott értékek Osszehasonlitasara, bizonyos esetekben azon-
ban, ezek helyett csak az adott molekulara mért 1C,, érték
all rendelkezésre, mely azt a ligandum koncentraciot jeloli,
mely alkalmazéasaval a vizsgalt fehérje aktivitasa a felére
csokken. Mivel az IC,, gyakran idéfiiggést mutat a kovalens
inhibicio folyaman, ezért alkalmazasa a fent emlitett ssze-
hasonlitasra fenntartasokkal kezelendd.

Egyik gyakori modszer a kovalens inhibicié szamitogépes
meghatarozasara, azaz a AG és AG* szamitasara, molekula-
dinamikai (MD) szimulaciok futtatasa és ezek értékelése.
A kotédési szabadentalpia termodinamikai integralassal
vagy szabadentalpia perturbacio segitségével szamolha-
to, mig a kémiai reakcio gatmagassaga, a reakcio kozbeni
elektron atrendezédés miatt, vegyes kvantummechanika/
molekulamechanika (QM/MM) alapt torzitd potencialt al-
kalmazo6 molekuladinamikak segitségével szamolhato.

Munkank soran a fent emlitett modszerek kombinalasaval
kifejlesztettiink egy komplex, molekuladinamika alapt
protokollt, melyben a kovalens inhibicié mindkét 1épése
modellezheté és az inhibiciét jellemzo konstansok sza-
molhatok. A kidolgozott modszert tobb, gydgyszerkutatasi
szempontbdl relevans fehérjén teszteltilk: MurA, KRAS,
EGFR, ITK, BTK, BMX, immuno- és konstitutiv protea-
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szoma. A modszer elsédleges célja vegyiiletek inhibicids
aktivitas szerinti rangsoroldsa, de a mechanizmuskutatés-
ban ¢és szelektivitas vizsgalatban val6 alkalmazéasanak lehe-
toségét is megvizsgaltuk.

2. Modszerek

A kovalens inhibici6 szamitogépes jellemzéséhez a sza-
mitasos kémiai modszerek széles skalajanak alkalmazasa
sziikséges. A ligandum reaktivitds szamitasahoz kvantum-
mechanikai (QM) moédszereket alkalmaztunk, mig a kiin-
dulasi fehérje-ligandum komplexek eléallitasa a tovabbi
Iépések kezdd szerkezeteként molekulamechanikai (MM)
eszkozokkel tortént. A vizsgalt molekulak kotépozait ki-
sérletileg ismert rontgenszerkezetek és ligandum dokkolas
segitségével hataroztuk meg.

Az igy képzett fehérje-ligandum komplexek szerkezetét
klasszikus molekuladinamikak futtatasaval finomitottuk,
illetve a kotépozok stabilitasat is vizsgaltuk a szimulaciok
soran. A kapott trajektoriak informacioval szolgaltak az
adott fehérjekonformaciok stabilitasardl, a szerkezeti ré-
giok dinamikai tulajdonsdgairdl és bizonyos fehérje moz-
gassal kapcsolatos események eléfordulasardl is. Mivel
a kovalens inhibicié folyamata soran magas energiaju al-
lapotokon is keresztiilmegy a fehérje-ligandum komplex,
ezért a torzitatlan, klasszikus molekuladinamikak futtata-
san tul szlikség van torzitd potencidlt is alkalmazé szimu-
leld mintavételezésének érdekében.” Ennek megfelelGen, a
kémiai reakciok modellezéséhez QM/MM alapu torzitott
molekuladinamikakat futtattunk, nevezetesen ,,steered”
(kormanyzott) MD-t (SMD) és umbrella sampling (esernyd
mintavételezés, US) MD-t. Az SMD szimuldciok soran egy
idofiiggd torzitd potencialt alkalmazunk, mely potencial-
nak a minimuma folyamatosan mozog elére egy, a kotddési
folyamatokat leiré reakciokoordinata mentén, ezzel elése-
gitve a magasabb energiaju régiok mintavételezését. Az US
hasonl6 elvet kdvet, de egyetlen szimulacié helyett egy so-
rozat MD szimulaciébdl all (ablakok), melyek mindegyike a
reakcidkoordinata mentén kiilonbdzd helyeken pozicionalt,
de allando torzitopotencialt tartalmaznak. A szabadentalpia
profil, mint a reakciokoordinata fiiggvénye, mas néven az
atlagos erd potencial gorbéje (potential of mean force cur-
ve, PMF) az US MD moddszer esetében megszerkeszthetd a
szimulaciok eredményébdl. Az altalunk alkalmazott méd-
szer soran, az SMD-ket a US szimulacidok ablakainak kez-
ddszerkezetének létrehozasara alkalmaztuk, mig a kovalens
reakciok energiaprofiljat az US ablakok soran mintavétele-
zett reakcidkoordinata értékek eloszlasabol szamoltuk, si-
lyozott hisztogram analizissel (weighted histogram analysis
method, WHAM). Végezetiil a kapott energiaprofilbol sza-
moltuk ki a sebességmeghatarozoé 1épéshez tartozo gatma-
gassagot (AGH).

A szintén molekuladinamika alapi termodinamikai integ-
ralas (TI) modszerével két adott allapot kozotti szabaden-
talpia kiilonbség szamolhato. Specifikus, kémiai vagy al-

kimiai (kémiailag nem valds) atalakitasokat is tartalmazo
termodinamikai ciklusok szerkesztésével és a ciklus 1épé-
seire alkalmazott TI szimulaciok segitségével a ligandumok
kozotti kotddési szabadentalpia kiilonbségek (affinitas kii-
16nbségek), vagy ugyanazon ligandum hasonlé enzimekben
tapasztalhato kotodési szabadentalpia kiilonbsége (szelek-
tivitas) is szamolhatd. A TI szimulaciok futtatasa magaban
foglalja egy sorozat MD elvégzését, folyamatosan ndvekvo
csatolasi paraméterrel (A), igy fokozatosan atalakitva a kiin-
dulasi szerkezetet a perturbalt szerkezetté. A AAG értékek
meghatarozasa a szerkezet-atlagolt entalpia valtozasnak a
megtett Ut menti integralasaval torténik. Munkank soran
egy sor ligandum atalakitast végeztiink és a kapott kotodési
szabadentalpia kiilonbség értékeket (AAG) egy alkalmasan
valasztott konstanssal eltoltuk, igy szamitva az adott ligan-
dumokra jellemz6 abszolut kotddési szabadentalpiat (AG).

3. Eredmények

3.1. Kovalens inhibitorok reaktivitasanak
elérejelzése

Munkam kezdeti fazisdban, modell reakciok atmeneti alla-
potanak szamitasaval foglalkoztunk. A modellezett rend-
szerek magukban foglaltdk a vizsgalt ligandumot és egy
cisztein oldallancot helyettesité metil-tiolatot (1. abra). A
szamolasok soran a B3LYP DFT funkcionalt alkalmaztuk
6311G**(d,p) bazissal. A reakcidogatakat az atmeneti allapot
¢és a reaktans allapotu vegyiiletek energiajanak kiilonbsége-
ként szamoltuk ki. A kapott gditmagassagokat 6sszehasonli-
tottuk a kisérleti GSH félélet idokkel, amely egy ciszteinnel
szembeni ligandum reaktivitast jellemzo leir6 (2. abra).
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2. abra. A vizsgalt modellreakciok szamolt gatmagassagai a kisérleti
félélet idok logaritmusanak fiiggvényében. Az eltérd szinek, eltérd

reaktiv molekularészt (warhead) tartalmaz6 molekulak csoportjait jelolik:
akrilamidok (haromszog), akrilészterek (négyzet), a-kloroacetamidok (kor)
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A kisérleti és szamolt adatok kozotti Osszefliggést vizs-
galva azt tapasztaltuk, hogy jobb korrelacié érhetd el, ha
azt vegyiilettipusonként kiilon vizsgaljuk. Az eredmények
alapjan kijelenthetd, hogy a kovalens reaktivitas elorejelzé-
se kvantumkémiai szamolasokkal sikeresen elvégezhetd,
leginkabb azonos reaktiv szerkezeti elemet tartalmazé mo-
lekulak csoportjara.?

3.2. A MurA enzim katalitikus mechanizmusa és
kovalens gatlasa

A MurA-val kapcsolatos vizsgalatok célja az enzim miiko-
dési mechanizmusanak tisztazasa ¢és egy robusztus, MD
alapt, a kovalens enzim-ligandum reakciok jellemzésére
szolgald modszer kifejlesztése volt. Bar a MurA katalitikus
mechanizmusat korabban mar tanulmanyoztak,’ az aktiv
centrum oldallancainak a katalizis soran betdltott szerepe
¢és a Cysl15 oldallanc jelentésége mind a katalizis, mind a
kovalens inhibicié soran csak részben tisztazott. Az emli-
¢és a természetes szubsztrat foszfoenol-piruvattal (PEP) és
kovalens inhibitorokkal is 1étesithet kotést.'* Mivel a PEP-el
¢és az inhibitorokkal valé kotddéshez is sziikséges a ciszte-
in oldallanc aktivalasa, azaz deprotonaldsa, elsoként ennek
lehetdségeit vizsgaltuk meg. Klasszikus MD szimulaciok
futtatasaval megvizsgaltuk mely oldallancok kozelitik meg
a kérdéses ciszteint, mikdzben a hurok régio dinamikus vi-
selkedését is tanulmanyoztuk, melynek zart konformacio-
jéval alakul ki az enzim kotShelye. A trajektoria értékelése
soran a His394 oldallancot azonositottuk, mint deprotonald
agens. Mivel az enzim nativ formajaban a hurok régio a nyi-
tott allast veszi fel és ennek valtozasat a kofaktor UDP-N-
acetilglikdzamin (UNAG) kotédése idézi eld, ezért mind a
katalitikus mind a gatlasi reakcio az UNAG bekdtodéssel €s
a hurok régioé zarddasaval indul. A potencialis aktivalodasi
reakciot, azaz a Cysl15-His394 protontranszfert és a PEP
kotodését (3. abra) QM/MM MDk futtatasaval vizsgaltuk.
A szimulaciok kiértékelésébol szarmazéo PMF gorbe és a
PEP esetében PMF felszin alapjan megallapitottuk, hogy
az aktivalasi reakcio energetikailag lehetséges, a PEP ko-
tédése pedig két konszekutiv 1épésbdl all, elészor a PEP
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3. abra. A PEP Cysl15-hoz val6 kétédésének mechanizmusa

Hasonld deprotonalodasi mechanizmust feltételezve, mo-
delleztiik a Cysl115 kovalens reakcidjat harom sorozat eltérd
reaktiv molekularészletet (warhead) tartalmazo, ciszteint
célzd inhibitorral szemben. Minden sorozat két kisérleti-
leg igazolt aktiv és egy inaktiv molekulat tartalmazott. A
reakciok gatjait minden enzim-ligandum rendszerre kisza-
moltuk, majd dsszevetettiik a kisérleti aktivitasi értékekkel
(1. tablazat). A kapott gatmagassagok alapjan torténd ak-
tiv-inaktiv elvalasztas sikeresnek bizonyult, mindharom so-
rozat esetében a legmagasabb gatat az inaktiv vegyiilethez
tartozoan szamoltuk. Az eredmények bizonyitottak a mod-
szer hatékonysagat kovalens inhibitorok prioritizalasaban."

1. tablazat. MurA ligandumok kisérleti és szamitott tulajdonsagai

Maradék GSH

Vegyiilet  aktivitas Tipus félélet id6 [kczlAl-(riol'l]
[%0] [h]

M1 NE® Aktiv NE* 133
M2 NE* Aktiv NE® 11.1
M3P 93 Inaktiv 717.5 19.6%,20.2¢
M4 3 Aktiv 0.0 22.3
M5 3 Aktiv 0.0 19.9
Mé 110 Inaktiv 32.8 27.8
M7 12 Aktiv 0.2 10.8
M8 1 Aktiv 0.0 11.3
M9 95 Inaktiv 127.0 16.5

“NE — nem elérhetd, "Racém, ‘R-enantiomer, ‘Senantiomer

3.3. Kovalens inhibitorok affinitasanak és
szelektivitasanak vizsgalata

A MurA-nal alkalmazott szdmolasoknal azzal a feltétele-
zéssel ¢éltlink, hogy ezen kisméretti molekulak esetén a
nem-kovalens kotddés csak elhanyagolhato energiajarulékot
ad a teljes gatlashoz, igy ennek szamolasatol eltekintettiink.
A kovetkezékben arra torekedtiink, hogy a kovalens koto-
dés mindkét 1épését figyelembe vevd €s modellezni képes
mddszert fejlessziink ki. A kovalens reakcidé modellezésére
az elézéekben is mar hasznalt QM/MM MD szimulacidkat
futtattunk, mig a kdtodési szabadenergia kiilonbségek sza-
mitasara termodinamikai integralast alkalmaztunk. Az igy
felépitett szamitasi protokoll teszteléséhez két adatkészletet
hasznaltunk a megfeleld kisérletileg meghatarozott kons-
tansokkal. A tesztelés soran tiz KRASS!2¢ és 6t EGFRT™
L8S8R inhibitor teljes szabadentalpiai jellemzését végeztiik
el. A szimulaciok futtatasa utan meghatarozott AG és AG?
értekeket a megfeleld K, és k, ., allandokka alakitottuk az
eléz6ekben bemutatott egyenletek (2. és 3. egyenlet) segit-
ségével ¢és Osszehasonlitottuk ezeket a kisérletileg megha-
tarozott értékekkel. A szamitott mennyiségek a kisérletileg
talalt tendenciakat tiikrozték, ezzel bizonyitva a kidolgozott
szamitasi protokoll teljesitéképességét (4. és 5. abra).!”
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Experimental log(Kinact/Ki)
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4. abra. KRASC2¢ inhibitorok kisérleti és szamitott log(k;,,./K,)
értékeinek dsszehasonlitasa
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5. abra. EGFR™ LR inhibitorok kisérleti és szamitott log(k;../K;)
értékeinek dsszehasonlitdsa

Ezen kiviil egy akrilamid reaktiv csoportot tartalmazo ve-
gylilet harom rokon kinazzal, ITK-val, BTK-val és BMX-
szel szembeni szelektivitasat is megvizsgaltuk. A kotddési
szabadentalpia kiilonbségek szamitasa soran oldallanc mu-
tacioés termodinamikai integralast végeztiink. A fehérjék
cisztein oldallanca és a valasztott inhibitor kozott végbe-
mend kémiai reakcidkat az altalanos QM/MM MD alapu
modszerrel végeztiik (2. tablazat). Ezek utan két vegyiilet
egyszeres €s kétszeres EGFR mutanssal szembeni szelekti-
vitdsanak vizsgalatat is elvégeztiik, szintén oldallanc mu-
tacios TI segitségével, a AAG-k szamitasaval (2. tablazat,
3. tablazat).

A kapott szamadatok és a szimulacids trajektoriak elem-
zésének segitségével értelmezni tudtuk a szelektivitasi
kiilonbségeket, s bemutattuk, hogy az altalunk fejlesztett
komplex szamitasi protokoll szelektivitasi kérdések megva-
laszolasara is alkalmas."

2. tablazat. Kisérleti (exp) és szamitasos eszkozokkel meghatarozott
(calc) kotédési szabadentalpiak (AG), kotddési szabadentalpia
kiilonbségek (AAG) és reakeio gatak (AGY) a valasztott akrilamid reaktiv
csoportot tartalmazé vegyiilet inhibicidjanak jellemzésére. (Az energia
értékek mind kcal'mol'-ban szerepelnek)

Enzim  AG,, AAG,, AAG,. AG, AG',,
ITK | -104 - - 25.1 243
BTK | -5.38 - - 211 19.6
BMX | -86 2.8° 2.3 229 229

“BTK BMX mutacid

3. tablazat. EGFR inhibitorok szelektivitasat jellemz6 kisérleti (AAG,, )
és szamitott (AAG,,,.) kotédési szabadentalpia kiilonbségei. (Az energia

értékek mind kcal'mol”'-ban szerepelnek)

Inhibitor Mutacio AAG,, AAG,,
17 T790->M790 2.8 -0.7
18 T790->M790 -4.7 33
Enzim Atalakitas AAG,,  AAG,,
L858R 17->18 L5 0.5
L858R/T790M 17->18 -0.4 0.3

3.4. Kovalens immunoproteaszéma inhibitorok
kotodésének és szelektivitasanak vizsgalata

Végezetiil a kovalens inhibici6 szamitasos kémiai mod-
szerekkel torténd jellemzését kiterjesztettiik bonyolultabb
kémiai reakcioval kot6do vegyiiletekre is; oxatiazolon szar-
mazékok immunoproteaszoma gatlasat vizsgaltuk. Elsoként
két javasolt reakciout koziil az energetikailag kedvezébbet
hataroztuk meg a legegyszeriibb vizsgalt oxatiazolon szar-
mazék PMF profiljainak szamitasaval (6. abra). Ennek
soran a karbonat utat, mint valdszinibb mechanizmust
azonositottuk. Ezutan meghataroztuk a reakciosor sebes-
ség-meghatarozo 1épését is, mely egy aszinkron, két kotés
kialakulasabol allo folyamatnak adodott. Ezt kovetéen meg-
hataroztuk az sszes kivalasztott oxatiazolon szarmazék se-
bességmeghatarozo-1épésének gatmagassagat és a kotddési
szabadentalpia értékét. Az ezekbdl szamolt log(k;,../K,) ér-
tékeket Osszevetettiik a kisérleti adatokkal. Az eredmények
kozott jo korrelaciot talaltunk, ezzel validalva a TI MD és
QM/MM US MD kombinacidjat tartalmazé modszert bo-
nyolultabb kétddési mechanizmust inhibitorok energetikai
jellemzésének hasznalatara is (7. abra)."

Az eléz6ben meghatarozottnal jobb korrelaciot fedeztiink
fel a szamitott log(1/K,) és a kisérleti log(k,,,./K;) értékek
kozott (8. abra), ezzel azt bizonyitva, hogy a kotddési affi-
nitasban tapasztalt kiilonbségeket foként a nem-kovalens
1épésben felfedezhetd eltérések okozzak.
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6. abra. A HT1146 vizsgalt mechanizmusai az IPS-al szemben.
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7. abra. Immunoproteaszéoma inhibitorok kisérleti és szamitott 8. abra. A kisérletileg meghatarozott log(k; ,./K,) és a szamitott
log(k;,../K,) értékeinek dsszehasonlitdsa. log(1/Ki) 6sszehasonlitasa. (A K, értékek M, a k, ., értékek s
(A ki, értékek s, a K, értékek M mértékegységben szerepelnek.) mértékegységben szerepelnek.)
A modszer szelektivitas értelmezésére valod alkalmazasat 0

proteaszoma célpontokra is elvégeztiik. Kivalasztottunk két,
az elézéekben is vizsgalt oxatiazolon szarmazékot (9. abra)
jelentdsen eltéré immuno- és konstitutiv proteaszéma sze- . ny
lektivitdssal és kiilonbdz6 oldallanc mutéacios és ligandum R: @E O O

o~
R‘EZ’L\N”S

mutacios Tl szimuldcidk futtatdsaval meghataroztuk az
atalakitdsok soran tapasztalhaté kotédési szabadentalpia

kiilonbségeket. Ezzel parhuzamosan a ligandumok cPS-hez HT1146 HT2004
valo kovalens kétéqésének sebesség-meghatarozo Iépése- 9. abra. Proteaszoma szelektivitas vizsgalatara kivalasztott vegyiiletek
nek gatmagassagat is kiszamoltuk. A 4. egyenlet 6sszefiig-
géstteremt ak, . /K, -vel, és a szabadentalpiakkal kifejezett 4. tablazat. Kisérleti és szamitasos eszkdzokkel meghatarozott
szelektivitasok kozott. szabadentalpia kiilonbségek a HT1146 és HT2004 kozott, illetve az iPS
¢és cPS kozott. (Az energiaértékek mind kcal-mol'-ban szerepelnek.)

Alz ?;szeh;s%nli‘i(élshoz sziikségles adatok a 4. t&ibl:izat—‘tl)aln Atalakitis/maticid Kisérleti Szamitott

4 . i 4 ismét 10 5 al- alakitas/mutacio
tala atoa’ - ze (?t m’eng?ga va 1smf:tujo egyezsast t’a .a’ —AAG—AAG AAGE-AAG
tunk a szamitott és kisérleti adatok kozott. A trajektoriak .
analizise soran azonositottunk egy GInS53Ser mutaciot, HT1146->HT2004 iPS -1.4 2.0
mely a konstitutiv proteaszoméaban az iPS-nél tapasztalt- HT1146->HT2004 cPS 3.0 AL
tol eltérd Met45 konformaciot okoz, melynek a ligandum HT1146 iPS->cPS 0.8 0.4
méretétdl fliggd hatasa van a kovalens gatlas folyamatanak HT2004 iPS-> cPS 51 6.7

energia viszonyaira."
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4. Osszefoglalas

Mivel a kovalens inhibicid, mint gydgyszer hatdsmecha-
nizmus rendkiviili fontossagu teriilett¢ valt napjainkra,
igy sziikséges minden lehetdséget megragadni mellyel a
kovalens inhibitorok azonositdsa segithet6. Egyik ilyen
lehetéség a kovalens inhibitorok kotédésének szamitoge-
pes modellezése, melynek segitségével a kotédés energia-
viszonyait jellemezhetjiik. Munkank kezdetén egy olyan
Osszetett modszer kifejlesztését tiiztiik ki célul, mellyel a
kovalens kotédés mindkét 1épése jellemezhetd. Ennek so-
ran kiillonb6zo kovalens inhibitorok kotodését vizsgaltuk
kovalensen tamadhato fehérjékkel szemben. A modszer va-
lidalasa soran mechanizmus kutatast is végeztiink.

Mechanizmust javasoltunk a MurA enzim altal katali-
zalt reakciora, mely tartalmaz egy a kofaktor UDP-N-
acetilglikozamin (UNAG) altali hurok zarodast, majd ezt
kovetden egy Cysl15 His394 kdzotti protonatmenetet, ezzel
aktivalva a Cysl15 oldallanc tioljat a természetes szubsztrat-
tal (foszfoenol-piruvat, PEP) vagy ciszteint célzo kovalens
inhibitorokkal szembeni nukleofil timadashoz. A PEP ko-
tédési mechanizmusara azt talaltuk, hogy elészor protona-
l6dik a His394 altal, majd adduktot képez a Cysl115-tel.

Megmutattuk, hogy a MurA Cysl15 oldallanca és kilenc
oxiran, a-haloketon, a-haloacetamid, akrilamid és vi-
nil-szulfon szarmazék kozott végbemend kémiai reakciok
szamitott gatmagassagai alapjan a ligandumok aktiv-inak-
tiv besorolasa elvégezheto.

Kifejlesztettiink egy komplex molekuladinamika alapu sza-
badentalpiat szamitd protokollt a teljes kovalens inhibicio
jellemzésére, beleértve a nem-kovalens €s kovalens 1épést
is. A mddszert sikeresen validaltuk tobb relevans fehérjén,
név szerint KRAS-on, EGFR-en, ITK-n, BTK-n és BMX-
en. A modszer segitségével szelektivitasi becsléseket is
sikeresen tettlink, néhany kivalasztott vegyiilet rokon ki-
nazokkal, illetve EGFR mutansokkal szembeni kotédési
szabadentalpia kiilonbségeinek szamitasaval.

Tisztaztuk az immunoproteaszoma Thrl oldallanca és oxa-
tiazolon szarmazékok kozott végbemend kémiai reakcid
mechanizmusat, QM/MM molekuladinamikak hasznalata-
val és az umbrella sampling mintavételezési technika segit-
ségével. A mechanizmusok vizsgalata soran a karbonat utat
a karbontioat utnal energetikailag kedvezébbnek talaltuk.
Ezen kiviil megmutattuk, hogy az aktivalt Thrl Oy altali
nukleofil tamadas, valamint a terminalis aminocsoport és
az oxatiazolon gylr{ibol szarmazo negativ toltésii kénatom
kozotti proton transzfer aszinkron kotddési események, és
egylittesen ezek alkotjak a teljes reakcidsor sebesség meg-
hataroz6 1épését.

Bemutattuk hat oxatiazolon szarmazék esetében, hogy az
immunoproteaszomaval szemben mért gatlasi aktivitasuk-
ban tapasztalt kiilonbségeket elsddlegesen a molekularis
felismerési 1épés soran fellépd eltérések okozzak, a kémi-
ai reakciotol valo fiiggésiik kisebb mértéki. Ertelmeztiik

két oxatiazolon szarmazék immuno- és konstitutiv protea-
szomaval szembeni eltérd szelektivitasat, mely soran egy
GIn53Ser mutécié altal okozott Met45 konformaciovalto-
zast talaltunk, mint a szelektivitasi kiilonbség 6 oka. A
cPS-ban ¢s az iPS-ban eltéré konformacié a ligandum mé-
retétdl fiiggd hatast gyakorol az inhibitorok kotddésére és
kémiai reakcidjara.

Bar az elsédleges célja a kidolgozott modszernek a vizsgalt
vegyiiletek kotodésének energetikai leirdsa és az ez alapjan
torténd vegyiilet rangsorolas, munkank soran bemutattuk
a protokoll szelektivitasi vizsgalatokban és mechanizmus-
kutatasban val6 alkalmazhatdsagat is. A modszer hatékony
tamogatast nyujthat kovalens inhibitorok azonositasat célzo
gyogyszerkutatasi munkaban, foként szerkezet optimalasi
feladatokban

Koészonetnyilvanitas

Koszonet illeti a Gyogyszerkémiai Kutatdcsoport valameny-
nyi tagjat a kutatdmunkamban vald folyamatos segitség-
nyujtasért €s a hatékony munkakornyezet megteremtéséért.
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Computational characterization of covalent enzyme inhibition

Since the early 2000s covalent enzyme inhibition and covalent
drug design have become one of the most significant fields of re-
search in terms of medicinal chemistry. Covalent inhibitors offer
longer residence time, wider therapeutic index, and lower dosage
requirements than the non-covalent counterparts. The mechanism
of covalent inhibition consists of two consecutive steps, name-
ly the molecular recognition (non-covalent step) and the cova-
lent bond formation between the targeted amino acid sidechain
and the warhead region of the ligand. Such mechanism requires
careful drug design strategy to maintain the target specificity and
chemical reactivity of the designed compounds while avoiding
potential off target reactivity and toxicity. It is of high importance
to predict the free energy of both the non-covalent and covalent
binding steps as these energies indicates the overall binding of
the potential compounds. Beside the routine experimental tests,
such as the measurement of GSH half-life, computational chemis-
try offers further tools for the proper prediction of the binding of
potential covalent inhibitors.

Our aim was to develop a computational chemistry based meth-
od which is able to account for both steps of the covalent inhi-
bition. Our work involves mechanistic and retrospective studies
regarding the binding of selected covalent inhibitors into various
covalently druggable proteins, such as MurA, KRAS%*¢, EGFR
mutants, ITK, BTK, BMX and Immunoproteasome.

Regarding the antibacterial target MurA, we have proposed a
mechanism for the reaction catalyzed by the enzyme. This in-
cludes the loop closure upon UNAG (UDP-N-acetylglucosamine)
binding, followed by a proton transfer between Cys115 and His394
that activates the cysteine residue for the nucleophilic attack to-
wards the natural substrate PEP or the cysteine targeting inhibi-
tors. We found that PEP is first protonated by His394 and Cysl115
forms a covalent adduct with the protonated PEP.

We have shown that the active-inactive separation of ligands is
possible based on the calculated barriers of the inhibition reaction
between MurA and nine selected compounds containing oxirane,
o-haloketone, a-haloacetamide, acrylamide and vinyl-sulfone
warheads.

We have developed a complex molecular dynamics based protocol
characterizing the complete covalent protein inhibition including
both the non-covalent and covalent steps. The protocol was vali-
dated successfully on a set of relevant protein targets, namely on
KRAS, EGFR, ITK, BTK and BMX. Selectivity assessments were
also carried out explaining binding affinity differences of specific
compounds towards the related kinases and EGFR mutants.

We have clarified the mechanism of the covalent reaction between
the Thrl residue of immunoproteasome and an oxathiazolone de-
rivative using QM/MM molecular dynamics umbrella sampling
calculations. We have determined that the carbonate pathway
is favored over the carbonthioate route. We showed that the nu-
cleophilic attack of the activated Thrl Oy and the proton trans-
fer between the terminal amino group of Thrl and the negatively
charged sulfur of the ligand are asynchronous events, composing
the rate determining step.

We have shown that the differences in the iPS inhibitory activity
of six examined oxathiazolone compounds are primarily affected
by the molecular recognition, and less by the chemical reaction.
We interpreted the immunoproteasome versus constitutive protea-
some selectivity of two compounds. We found that the GIn53Ser
mutation causes different Met45 conformation in cPS compared to
iPS and this has a ligand size dependent effect on the binding and
reactions of inhibitors.

Though, the primary aim of the developed protocol is to aid cova-
lent drug design through an enhanced compound ranking process,
the applicability is not limited to activity based compound prior-
itization. We successfully used the developed scheme in selectiv-
ity studies evaluating the binding free energy difference between
the same ligand binding to related proteins, performing sidechain
mutational TI simulations. The QM/MM free energy simulations
are well suited to explore reaction mechanisms in complex sys-
tems, and the identified reaction mechanisms of covalent inhib-
itors are used in the characterization of the covalent inhibition
process, in compound ranking and in structure optimization.
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